This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 



BEST AVAILABLE IMAGES 



Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 



• /BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 




As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



repubuoue franca.se @ Ne de pubiication ; 2 422 35$ 

INSTTTUT NATIONAL 
OE U PROPRlCTt INOUSTRIEUE 



(A n'utifiser que pour les 
INSTTTUT NATIONAL commandes de reproduction). 



PARIS 



Al 



DEMANDE 



DE BREVET D'INVENTION 

© N° 78 10975 



@ Procecte de detection et de caractensation d'un acide nucleique ou d'une sequence de 
celui-ci, et reactff enzymatique pour la mise en ceuvre de ce precede. 

(g) Classification Internationale (Int. CI. 2 ). G 01 N 33/16. 

@ Date de depdt 13 avrfl 1978, h 16 h 1 mn. 

Si) Priority revendiqu6e : 



@ Date de la mise a la disposition du 

public de la demande B.O.P.L — cListes* n. 45 du 9-11-1979. 

@ Deposant : INSTITUT PASTEUR et Etablissement public dit : AGENCE NATIONALE DE 
VALORISATION DE LA RECHERCHE (ANVAR), resident en Franca 



@ Invention de : Philippe Kourilsky, Stratis Avrameas, Brigitte Cami et Jean-Luc Guesdon. 

@ Tltulaire : Idem @ 

@ Mandataire : Cabinet Plasseraud. 



D Vente dcs fascicules A HMPRJMERIE NATIONALE, 27. rue de la Convention - 75732 PARIS CBDEX 75 



1 

2422956 

L'invention est relative 5 un procedi de detection de la 
presence et, gventuellement, de caractgrisation d'un acide nuclg- 
ique ou d r une sequence de celui-ci au sein d'un echantillon sus- 
ceptible de le contenir. Elle concerne aussi des rgactifs ngces- 
saires 5 la mise en oeuvre de ce procgdg. Elle est enfin relative 
aussi a ^application d*un tel procgdg, entre autres applications 
possibles, au diagnostic rapide in vitro de la prisence dans un 
gchantillon biologique, provenant notainment d ! un hote humain ou 
animal, de particules nuclgiques determines, par exemple a carac- 
tere infectieux, ou encore de l'intggritg ou non de tel ou tel 
gene particulier appartenant au patrimoine gen€tique normal de 
l'hote. 

II n'est pas necessaire d'insister sur 1 1 extraordinaire 
richesse en acides nuclgiques varies que prgsente tout echantillon 
biologique, par exemple de sang, qu f il est possible de prglever 
sur tout etre vivant. II en est encore de meme pour ce qui est 
des siquences diffgrentes, par exemple des nombreux gSnes, que 
peut contenir tout acide nuclgique particulier au sein de cet 
gchantillon ; d'oQ l$s difficultes immenses que le ggneticien 
peut rencontrer au niveau de la detection ou de la caractgrisa- 
tion de certains acides nuclgiques dans un gchantillon, difficul- 
tes qui sont encore dgcuplges d§s lors qu'il s'agit de caractgri- 
ser la prgsence de certains fragments, par exemple des gSnes, 
contenus dans ces acides nuclgiques. 

La caractgrisation d'un acide nuclgique particulier ou de 
genes particuliers - par exemple en vue de l'gtude de I'organisatior 
des sgquences ggngtiques de l'ADN qui les contient - implique 
done au prgalable l'obtention a partir du milieu gtudig, d ! une 
fraction enrichie en cet acide nuclgique, A cet effet, il a dgja 
gtg proposg des techniques d'enrichissement mettant a profit des 
rgactions d' hybridation entre 1 'acide nuclgique ou le gene re- 
cherchg et une sonde, dans la mesure oil celle-ci gtait disponible 
et oil les hybrides formgs pouvaient ensuite etre separes du 
milieu, par exemple par sgdimentation diff erentielle au sein 
d f une solution soumise a une ultracentrifugation. 

De telles sondes ont dgja gtg decrites : elles sont en 
ggngral constituges par des acides ribonuclgiques (ARN, ADN), tels 
que les ARN obtenus au cours de la transcription ggngtique des 
gfcnes de structure contenus dans les acides desoxynuclgiques 
(ADN) des organismes cellulaires dont ils sont originaires, ces 
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ARN gtant ensuite susceptibles d'etre eux-memes "traduits" en les 
proteines susceptibles d'etre cod§es par ces genes de structure. 
On sait que ces ARN ont des sequences de nucleotides compiemen- 
taires de celles des ADN dont ils d§rivent, cette compl§mentarit€ 
se manifestant par la capacity qu'ont ces ARN de former des hy- 
brides mixtes avec les sequences correspondantes de ces ADN prga- 
lableraent denatures, pour autant que ceux-ci etaient initialement 
bi-catenaires, par exemple apris incubation dans un milieu de haute 
force ionique et a temperature €lev§e ou dans un milieu basique. 

II a ete suggire d' avoir recours, pour le repgrage des 
hybrides formes, § un marquage radioactif soit des genes eux- 
memes, soit des sondes d'ARN. Ces techniques sont cependant dif- 
ficiles 5 mettre en oeuvre et, en outre, ne permettent pas tou- 
jours la localisation satisfaisante des genes en question dans 
leurs ADN. 

C'est dans le but de permettre une localisation plus 
aisee des genes Studies dans les ADN qui les contiennent, et de 
promouvoir une methode d'obtention de fractions enrichies en seg- 
ments d'ADN determines a partir de ces memes ADN que Manning et 
Coll. ont propos§ une technique de detection physicochimique de 
ces genes, consistant a modifier chimiquement la sonde d f ARN, par 
fixation sur celle-ci de groupes biotine, par 1 T intermediate de 
ponts formes par des groupes derives de cytochrome C et fixation 
sur 1 f ADN, apr§s hybridation avec la sonde, de reperes physiques 
visualisables au microscope eiectronique a balayage, formes par 
des spheres submicroscopiques ayant des diametres de l'ordre de 
60 nra, notamment a base de poly.(methacrylate) , prealablement modi- 
fiees chimiquement et couplees de fa$on covalente a des molecules 
d'avidine (notamment dans les articles intitules "A New Method 
of in situ Hybridization" (Une nouvelle methode d' hybridation in 
situ ), Chromosoma (Berl.) 53.107-117 (1975), Springer-Verlag 
1975 et "A Method for Gene Enrichment Based on the Avidin-Biotin 
Interaction. Application to the Prosopttila Ribosomal RNA Genes" 
(Une methode pour 1 1 enrichissement en genes basee sur 1» inter- 
action avidine-biotine. Application aux gSnes-d'ARN ribosomiques 
de Drosophila ), Biochemistry , Vol. 16, n° 7, 1364-1369, 1977). 

En effet, l f incubation des hybrides modifies a la biotine 
en presence des spheres submicroscopiques modifiees & l'avidine 
permet de "marquer" et de rendre reperables les emplacements des 
genes recherches dans I 1 ADN qui les contient, vis-a-vis de la 
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structure globale egalement visible au microscope electronique 
de cet ADN, du fait des interactions non covalentes tres puis- 
santes qui sont alors produites entre les sites demeurSs libres 
de la biotine et de l'avidine. 
5 Cette m6thode ne peut cependant guere etre mise en oeuvre 

aux fins d T une detection rapide de la presence ou non de tels 
genes ou de tels ADN au sein d'un gchantillon biologique prove- 
nant d'un hote humain ou animal, par exemple dans le but d'Sta- 
blir un diagnostic rapide soit de i'affection dont l'hote peut 

10 gventuelleraent etre atteint, soit de l'int§grit§ ou non d'un 
gdne ou d'une sequence d'ADN par exemple, chez cet hote. 

L' invention dScoule de la transformation de. la mithode 
de Manning et Coll,, transformation qui conduit 5 des techniques 
de d§tection, voire de caract€risation, susceptibles d'etre 

15 mises en oeuvre en 1' absence d' gquipements couteux, par des per- 
sonnes n'ayant qu'une expirience de laboratoire reduite. 

Le procede de detection selon 1 T invention de la prisence 
gventuelle ou de caractirisation d'une sequence ou fragment de- 
termine d T acide nucleique, notamment d'un gene, voire de l'acide 

20 nucleique entier au sein d'un echantillon *d'acides nucleiques- 
complexe ■*, par mise en. contact de 1' §chantillon, 
le cas 6ch§ant aprSs dSnaturation prealable de l'acide nucleique 
etudiS, avec une sonde comprenant un acide nucleique complemen- 
taire, susceptible de s'hybrider avec la sequence d' acide nu- 

25 cliique ou l'acide nucleique recherche, est caract€rise en ce que 
la sonde utilis§e est une sonde modifiee chimiquement par couplage ou en 
vue de son couplage avec une enzyme ant irieurement ou posterieurement S 
la reaction d' hybridation, l'eventuelle prisence de la sequence 
d f acide nucleique ou de l'acide nucleique cherchS Stant rivelable 

30 par l f action du produit d f hybridation ainsi transform^ de la sonde 
et de la sequence ou de l'acide nucliique recherch§, sur un 
substrat de l 1 enzyme. 
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Avantageusement, 1 'enzyme est choisie selon sa capacite 
S agir sur un substrat chromogene., ce qui pernet de doser, par 
analyse optique ou analogue, le taux de transformation du substrat, 
taux qui est alors correlable a la presence ou non de la s§quence 
5 d'acide nucl§ique ou de I'acide nucliique recherch£ dans I'Schan- 
tillon initial. -;; 

Dans un mode de mise en oeuvre prefere de l 1 invention,, la 
sonde est modifiee par un groupe chimique susceptible de former 
un complexe stable avec 1' enzyme ou une molicule elle-meme liee 

10 defagon stable 5 1' enzyme. Avantageusement, le susdit groupe 
chimique et la susdite molecule sont respectivement constitues 
par la biotine et I'avidine ou vice versa, 1 ' enzyme §tant elle- 
meme avantageusement constitute par la B-galactosidase. 

II va de soi que la modification chimique doit etre telle 

15 qu'elle n'empeche pas 1« hybridation ulterieure gventuelle de la 
sonde avec la sequence ou le fragment d'ADN recherch§. 

II apparaitra immediatement au specialiste que cette tech- 
nique permet une determination rapide de la presence ou non dans 
un echantillon biologique du g§ne ou fragment d 1 ADN correspondant 

20 ^ la sonde utilisee, et ce meme en presence d'une quantite consi- 
derable d'autres acides nucleiques. II en est particuli&rement 
ainsi du fait de 1' amplification au niveau de la detection qui est 
obtenue par l'action de I'enzyme fixee a I'hybride sur le substrat 
mis en sa presence. II est meme possible, apr§s une purification 

25 suffisante de l'hybride, d'obtenir une indication quant a la con- 
centration de I 1 echantillon biologique etudig en ADN recherche 
ou quant au taux de repartition du gene recherche dans un ADN puri- 
fie, par dosage de 1 'activity enzymatique constat§e. 

Partant d'un echantillon d'acide nucleique S etudier, on 

30 peut d'abord realiser 1' hybridation, puis la reaction de couplage 
entre la sonde chimiquement modifi§e et hybridee, d'une part, de 
1* enzyme, d f autre part, proceder ensuite a la separation ou a la 
degradation de l'eventuel exces de sonde non hybridee et de l'ex- 
c§s d'enzyme qui n'a pas reagi avec la sonde, avant d'effectuer le 

35 susdit dosage. 

En variante, la separation ou la degradation de l'§ventuel 
excds de sonde non hybridge peut etre realisee avant la reaction 
de couplage entre la sonde chimiquement modifiee et hybridee, d'une 
part, et 1' enzyme, d f autre part. 
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La sonde spScifique peut etre constitute par tout ARN 
spScif ique ou ADN soit 5 simple brin (mono-catenaire), soit 
denaturi au prialable par des techniques en soi connues, s'il 
s'agit d'un ADN (ou d f un ARN) initialement a double brin. 

Lorsque la modification chimique de la sonde est effec- 
tuee S.l'aide de la biotine, on peut avoir recours a la tech- 
nique dgcrite par Manning & Coll. dans les publications d§j& 
mentionnees, par 1' intermSdiaire de cytochrome C, notamraent & 
raison d'une molecule de biotine en moyenne pour une centaine 
de nucleotides. 

Avantageusement, on a alors recours pour le marquage 
de l'hybride par l f enzyme, au produit resultant du couplage de 
l'avidine et de 1 'enzyme, notarament la B-galactosidase, par la 
mithode d'Avrameas C'Imraunochemistry" ,1969, 6, ^3-52). 

II va de soi que 1'on peut avoir recours S d'autres modi- 
fications chimiques de la sonde et, le cas Scheant, de 1 'enzyme, 
en vue de rgaliser leur couplage, de pr§firence apres la reaction 
d' hybridation, et que I'on peut inverser les agents modif icateurs 
de la sonde et de 1' enzyme respectiveraent*. 

D'autres couples d f agents modif icateurs de la sonde, d'une 
part, et de 1' enzyme, d f autre part, peuvent encore etre utilisis. 
A titre d'exemple, on citera les couples suivants, le premier de 
ces agents itant de prif grence utilise pour la modification chi- 
mique de la sonde et le second pour la modification chimique de 
1' enzyme. Par exenple, la sonde peut etre modifiie, selon une methode connue, 
par des ions metalliques (mercure par exemple) et la revelation 
est faite par 1 1 intermediaire d'une enzyme dotee de groupements 
sulfhydryles (-SH) ou couplee a un support comportant de tels 
groupements. 

A titre d'exemple bien entendu non limitatif d'un proto- 
cole experimental qui peut etre mis en oeuvre dans le cas oil 
1 ' echantillon a analyser est constitug par une prise de sang de 
quelques millilitres, on pourra procgder comme suit : 

Les cellules sanguines sont d'abord lysees et l'ADN 
en est extrait par une technique conventionnelle. 

Une faible quantite de l'ADN obtenu, par exemple comprise 
entre 1 et 100 pg, est dinaturie par la soude 0,1 a 0,3 N 3 
la solution §tant ensuite neutralis§e et ramenee a pH 7- 
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A la solution obtenue, on ajoute alors la sonde corres- 
pondant au fragment d'ADN ou 3. l'ADN recherchi a raison d» envi- 
ron 1 pg de sonde par 100 pg d'ADN d§nature (la quantitg de soude 
a utiliser est fonction de la proportion d'AD!I recherchee dans l'echan- 
5 tillon a analyser). La solution est ensuite complgtie avec des sels des- 
tines 5. conferer au milieu une force ionique glevee, au moins 
0,3 M NaCI, en presence de formamide 50 S et d'un agent 
chelateur 3 faible concentration, de prgference dans un petit 
volume. L' hybridation peut ensuite etre rgalisge 5 la terapera- 
10 ture ordinaire pendant 1 3 10 heures (en gengral la nuit). 

On peut aussi utiliser la technique d§j£ dgcrite par Manning. 
En variante, on peut avoir recours a toute autre technique d 1 hy- 
bridation, par exemple celle dgcrite par KOHNE et al dans 
"Biochemistry" (1977) (16, 5329-5311), & la temperature ordi- 
15 naire au sein d T une Emulsion de phenol. 

De 1'avidine couplee a une enzyme telle que la 0-galacto- 
sidase est alors ajout§e au milieu dans des conditions permettant 
le couplage de la biotine de la sonde aux grcupes libres de 
1'avidine du compose de couplage de l'avijdine et de I 1 enzyme. 
20 La sonde non hybridge .est alors sgparee de la sonde 

hybridge par les techniques conventionnelles, telles que preci- 
pitation au polySthylSne glycol, passage sur gel, par exemple 
celui du type denorarag SEPHAHOSE, ultracentrifugation, etc. 

En variante, on peut aussi rgaliser la sgparation de la 
25 sonde non hybridge avant le couplage de I'avidine portant l r en- 
zyme avec les groupes biotine couples 3 la sonde hybridee a 
l'ADN. 

L'enzyme §ventuelleraent fixee et corrglativement 1 'hybri- 
dation effective eventuelle de la sonde avec l'ADN gtudig peuvent 

30 etre revelees en mettant en contact avec le milieu un substrat 
de l'enzyme, notamment celui const itue par 1 'orthonitrophenol 
galactoside (ONPG). 

II va de soi que les conditions expgrimentales une fois 
bien fixges, il est possible de determiner un seuil d'activite 

35 mesurable, par exemple par une technique colorimgtrique ou fluo- 
rographique, au-delS duquel il est possible de conclure a la pre- 
sence dans 1 'echantillon traitg de l'ADN ou du fragment d'ADN 
recherche. 

La description qui suit d'un essai realise au laboratoire 
10 a pour simple but d'illustrer la fagon dont le procede selon 



7 

2422956 

1' invention peut etre mis en oeuvre, etant evidemment entendu que 
les variations au niveau des techniques, en fonction de la nature 
de l'echantillon biologique itudie et de celle de 1 *ADN ou du 
fragment d'ADN recherchS sont 5 l'gvidente portee de l'horame de 
l'art. 

L 1 experimentation a gt£ r§alis£e sur le raod§le consistant 
& detecter la presence d'un ADN de souris par hybridation de cet 
ADN avec un ARN ribosomique de souris utilise S titre de sonde. 

L'ADN de souris (100 pg par 100 pi de solution aqueuse) 
est denature par une addition de soude (10 pi de NaOH 1 M). 
10 minutes plus tard, la solution est ramenee S pH neutre par 
addition de 10 pi de phosphate acide de sodium NaH 2 P0^ 1,5 M. 

1 pg d f ARN ribosomique marque avec de la bio tine par 
l'intermediaire de cytochrome C, prepare selon la technique de 
Manning & Coll., est ajoute 5 la solution d'ADN denature. Le 
volume est ajuste 5. 160 pi avec de l'eau. On ajoute alors au 
milieu 40 pi d'une solution ayant une concentration en sels 
mineraux 6gale a vingt fois celle de la solution dite SSC 
(abreviation de l 1 expression anglaise "standard saline citrate") 
et 200 pi de formamide redistill^ ou deionise. II est rappele que 
la solution SSC est une solution aqueuse de chlorure de sodium 
0,15 M, de citrate de sodium 0,015 M, 5 pH 7,0. 

Le melange est incub6 jusqu'au lendemain S la temperature 
ordinaire, puis dialyse S 4° C contre une solution ayant une 
concentration double de la solution SSC, puis pendant 8 heures, 
contre 500 ml d'un tampon phosphate & pH 7,0 contenant du phos- 
phate a une concentration de 0,1 M, du. chlorure de sodium § une 
concentration de 1 M et de 1 T §thylene-diamine-t§trasodique 
(EDTA) a une concentration de 0,01 M. Cette derniere dialyse est 
ensuite repetee deux fois, chaque fois pendant 8 heures. 

La solution ainsi obtenue est trait§e avec de la ribo- 
nucliase pancreatique pendant 1 heure a temperature ordinaire, 
pour obtenir une concentration finale de 10 pg par ml de ribo- 
nuclgase, ce traitement permettant la degradation de I'ARN non 
hybride . 

On ajoute alors au milieu obtenu une solution du cyto- 
chrome C (1 mg par ml) et 1 microlitre d'une solution contenant 
1 mg par ml d'avidine et 2 mg par ml de B-galactosidase, dont 
une molecule de B-galactosidase sur sept se trouve couplee a 
I'avidine. ON melange et on maintient ensuite la solution au 
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repos 2 4° C pendant 4 heures. Le milieu est ensuite dilue jus- 
qu'a 10 ml avec le tampon de dialyse au phosphate et on soumet 
la solution obtenue 5 une ultracentrifugation pendant 1 heure 
I 35.000 tours par minute (dans une centrifugeuse BZCK:!A:, T ROTCR 
SW 41). L*ADN et l f ARN hybrid§s se retrouvent dans le culot de 
centrifugation, ainsi que l'avidine B-galactosidase life § cet 
ARN. Le surnageant contient l'ARN non hybride degradg par la 
ribonuclease et l'avidine B-galactosidase non li6e. 

On recueille le culot et on le.resuspend dans 10 ml de 
tampon* On recentrifuge et on reprend une nouvelle fois le culot 
dans 0,5 ml de tampon (tube n° 1) et on dose alors I'activite 
de la B-galactosidase sur le substrat ONPG selon la technique 
decrite par Miller ("Experiments in bacterial genetics, 1972, 
Cold Spring Harbor Laboratory", Cold Spring Harbor, New York, 
USA), par mesure de la densiti optique du milieu a **20 my, 
apres incubation du milieu & 37° C pendant 30 minutes ou plus. 

On prepare des temoins dans des conditions rigoureuse- 
ment identiques & celles qui ont et§ dgcrites ci-dessus, sauf 
que dans un premier cas on omet l T - ; addition initiale de l'ARN 
ribosomique (tube n° 2) et que. dans 1 'autre cas on omet l'addi- 
tion de 1 r ADN de souris (tube n° 3). 

Les resultats des trois dosages effectues figurent dans 
.le tableau ci-dessous : 



Tube n° 


contenu . 


Resultat du dosage (density 
optique 3. 420 mu apres 
30 minutes a 37° C) 


ADN 


ARN 


1. 


+ 


+ 


0,45 


2 


+ 




0,14 


3 






0,15 



Les signes + et - , respectivement dans les colonnes 
sous les entetes ADN et ARN, signifient la presence ou I'absence 
soit de l f ADN, soit de l'ARN, dans le milieu 'initial. 

Comme on peut le constater S l'examen de ce tableau, la 
densite optique mesuree dans le tube n° 1 (contenant l'hybride) 
est superieure de fa$on tres significative aux densites optiques 
mesurees dans les tubes temoins. 
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Le module experimental qui vient. d'etre decrit illustre 
done les conditions dans lesquelles peut etre dgtecte l'Sventuelle 
presence d'un ADN ou fragment d'ADN recherche", dans la mesure oil 
l'on dispose d'une sonde complementaire de cet ADN ou de ce frag- 
5 ment d'ARN, en ayant recours a une technique simple et n'exigeant 
ni matSriel de laboratoire tres compliquS ni technicien particu- 
lierement experiments. . 

L* invent ion -est applicable de fa$on particuliSrement avanta- 
geuse 5 des operations de digagnostic in vitro de la pr§sence, par 

10 exemple dans un Schantillon biologique (ichantillon sanguin, pre- 
lavements de selles, . etc. ) de virus divers, tels que ceux d§nom- 
mes Herpes, Epstein Barr, virus Pox, . cytomegalo, etc. De meme, 
1' invention peut etre appliqu§e au diagnostic par exemple d T ano- 
malies chromosomiques specif iques. 

^5 Elle est applicable egalement a la realisation de diagnos- 

tics bactgriens, en particulier dans le cas oil des individus seraient 
porteurs de gdnes pathogenes, tant exprimes que non exprim£s (ou 
la tents) . 

II apparaltra* naturellement au specialiste, dans le cas 
20 d f une recherche d'un ADN infect ieux, que 1'bn peut rapidement con- 
clure au caract^re sain de l'echantillon biologique traite, eu 
ggard a l f acide nucleique ou au fragment d'acide nucl§ique recher- 
che, en I 1 absence d f induction constatee sur le substrat chromo- 
gene, ou au moins d'un depassement de seuil d'activite, soit pre- 
25 determine expgrimentalement, soit par comparaison avec des te- 
moins exempts du virus. 

A 1' inverse, 1 'absence d ! action constatee a l'egard du 
substrat chrbmogene, notamment au-deia du seuil mentionni ci- 
dessus, pourra, dans l'autre type d' application, envisage ci- 
30 dessus a titre d 1 exemple, traduire la presence d'une anomalie 
de 1' anomalie chromosomique recherchee, en 1 ! absence d' hybrida- 
tion constats, totale ou partielle, entre la sonde et 1 1 ADN 
§tudi§. 

On peut avantageusement mettre, par exemple a la disposi- 
35 tion des laboratoiresd' analyses m§dicales, des trousses ou 

"kits" contenant 1' ensemble des r§actifs essentiels a la mise en 
oeuvre du procgde* selon 1 ! invention. Ces trousses peuvent en par- 
ticulier contenir un echantillonnage de sondes correspondant par 
exemple aux ADN des virus ou bactiries, de virus ou bact£ries 
40 pathogenies classiquement recherchSs, voire meme des sondes rela- 
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tives a des genes particuliers que devraient normalement contenir 
les echantillons biologiques, notamment sanguins, a tester, 

A ce titre, I 1 invention concerne done une trousse ou 
"kit" caracterise en ce qu'il comporte : 

- au moins une sonde spgeifique formee d'un ARN ou d'un brin 
d'ADN unique, caractgristique d'une sequence d f acide nucleique 
ou d'un acide nucl§ique a rechercher, cette sonde §tant modi- 
fiee chimiquement en vue de son couplage avec une enzyme, 

- ladite enzyme, gventuellement modifiee de fagon I pouvoir etre 
couplee avec ladite sonde, 

- un substrat, notamment chromog§ne, spgeifique de 1' enzyme, 

- les reactifs necessaires & la lyse du milieu cellulaire & §tu- 
dier, notamment sanguin, et i l. f extraction des acides nucleiques 
des cellules de ce milieu. 

Commeon l'a dSjS constate dans ce qui precede, il est 
avantageux de constituer la sonde modifiSe par une sonde a la- 
quelle est li§e de la biotine, l f enzyme .modified etant alors 
constituee par I 1 enzyme elle-meme, par exemple. la B-galacto- 
sidase, couplee S de 1'avidine. 

L' invention concerne d'ailleurs ggalement, a titre de 
produits industriels nouveaux, les produits de couplage d'une 
enzyme (dont l'action peut etre revelee S l'ggard d'un substrat, 
notamment chromog&ne) et d'une sonde (ARK ou ADN I simple brin), 
soit directement, soit par 1' intermediate, d'un agent de couplage. 
Elle concerne igalement encore le produit de couplage de 1' enzyme 
et d'au moins une molecule chimique, 1' ensemble etant alors sus- 
ceptible d'etre couplg a son tour avec une sonde (ARN ou ADN), 
si besoin modifiee, elle-meme susceptible de s'hybrider avec un 
ADN ou fragment d'ADN. A titre d'exemples de tels produits indus- 
triels nouveaux, on cite les produits de couplage d'une sonde 
(ARN ou ADN) avec une enzyme, telle que la g-galactosidase,ou' 
encore les produits de couplage de 1'avidine ou de la biotine 
avec une telle enzyme. 

Bien entendu, 1' invention peut etre mise en oeuvre dans 
d'autres domaines d' application, notamment pour le marquage de 
certains fragments d'ADN dans les experiences g§netiques bien 
connues visant a etablir le genotype de l'ADN en question. En 
particulier, 1' invention peut etre appliquee I la determination 
de 1' incorporation ou non d'un fragment d'ADN particulier dans 
des experiences de tri ggn§tique comportant par exemple des opg- 
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rations de transformation de l'ADN d'une cellule infectee avec un 
ADN etranger contenant le fragment d'ADN en question ou au con- 
traire des op§rations de transduction coraportant 1 'incorporation 
d'un fragment d 1 ADN en question, normaleraent contenu dans l'ADN 
5 de la cellule, dans l'ADN du virus utiiis§ pour l f infection de 

la cellule, etc., dans -la mesure oil, bien entendu, on dispose d'une 
sonde constitute par le fragment d'ARN ou d'ADN compl&nentaire 
du fragment d'acide nuclSique recherche. 

Comrae il va de soi et comme il risulte d'ailleurs dej5 

10 de ce qui prgcgde, I 1 invention ne se limit e nullement & ceux de 
ses modes d' application et de realisation qui ont ete plus spe- 
cialement envisages ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes, notamment celles oQ I'on a recours aux modifications 
de la sonde qui peuvent permettre le dosage enzymatique de 

15 I'hybride et les modifications concernant la formation et/ou la 
purification des hybrides, au marquage ou & la modification 
chimique de l'ADN gtudie lui-meme, dans des conditions qui ont 
ete exposSes plus haut, la sonde ARN ne faisant 1'objet d'aucun 
marquage particulier ; une telle inversion des rSactifs peut 

20 etre envisagee, par exemple dans le cas d'un ADN comportant de 
nombreux exemplaires de genes repetitifs, que I'on souhaite 
isoler de l'ADN entier, sous forme d'hybride avec la sonde, 
aprSs fragmentation de l'ADN en question par des techniques 
classiques. II va de soi que ces Equivalents sont inclus dans le 

25 domaine de protection dgfini par les revendications. 

A titre d 1 autre variant e encore, on peut avoir recours 
a un procidi consistant § reperer l'hybride forme par l'ADN re- 
cherche et la sonde, au moyen d'un anticorps anti-hybride, couple 
3 une enzyme telle que la B-galactosidase. 
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REVEHDICATIOKS 



1 - Procgde de detection de la presence eventuelle 
ou de caracterisation d'une sequence ou fragment determine d'acide 
nucleique, notamment d'un gene, voire de l'acide nuclgique 
entier au sein d'un echantillon d'acides nucleiques ccmplexe , 
par mise en contact de 1 'echantillon, le cas §cheant apres dena- 
turation prealable de l f acide nuclgique gtudig, avec une sonde 
comprenant un acide nucleique complementaire, susceptible de 
s'hybrider avec la sequence d T acide nucleique ou 1 'acide nucleique 
recherche, caracterise en ce que la sonde utilisie.est une sonde 
modif iee chimiquement par couplage ou en vue de son couplage 

avec une enzyme, antgrieurement ou postgrieurement a la reaction 
d hybridation, l'gventuelle presence de la sequence d f acide 
nucleique ou de l'acide nucleique cherche etant revilable par 
l'action du produit d 'hybridation ainsi transform^ de la sonde 
et de la sequence ou de l'acide nucleique recherchi sur un 
substrat de 1' enzyme. 

2 - Precede selon la revendication 1, caractirisg 
en ce que 1' enzyme est choisie selon sa capacite a agir sur un 
substrat chromogene, et en ce que l'on dose, par analyse optique 
ou analogue, le taux de transformation du substrat, taux qui est 
alors correlable S la presence ou non de la sequence d' acide 
nucleique ou de l'acide nucleique recherche dans 1 'gchantillon 
initial. 

3 - Procgdg selon la revendication 1 ou la revendi- 
cation 2, caracterise en ce que la sonde est modif i§e par un 
groupe chimique susceptible de former un complexe stable avec 

1' enzyme ou une molecule elle-meme liee de fa$on stable avec 
1 'enzyme. 

4 - Procede selon la revendication 3* caract§ris§ 
en ce que le susdit groupe chimique et la susdite molecule sont 
respectivement constitugs par la biotine et l'avidine ou vice- 
versa. 

5 - Procede selon la revendication 4, caractgrisg 
en ce que 1' enzyme est constitute par la B-galactosidase. 

6 Proctdg selon l r une quelconque des revendica- 
tions 2 a 5, caract grist en ce que l'on realise d'abord 1' hybri- 
dation, puis la reaction de couplage entre la sonde chimiquement 
modif iee et hybridee, d'une part, et l 1 enzyme, d f autre part, et 
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en ce que l'on procede ensuite i la separation ou a la degradation 
de l'eventuel exc&s de sonde non hybrid§e. 

7 - Proc§d§ selon l'une quelconque des revendica- 
tions 2 S 5, caract§risg en ce que l'on realise d'abord 1' hybrida- 
tion et en ce que l'on realise la reaction de couplage entre la 
sonde chimiquement modifiee et hybrid^e, d'une part, et 1 •enzyme, 
d' autre part , apres separation ou degradation de l'eventuel excds 
de sonde non hybridie. 

8 - Trousse ou "kit", caractSrise en ce qu'il 

comporte : 

- au moins une sonde spgcifique forrage d'un ARN ou d'un brin d'ADN 
unique, caract§ristique d'une s§quence d ! acide nucieique ou d f un 
acide nucieique a rechercher, cette sonde gtant modifiee chimique- 
ment en vue de son couplage avec une enzyme, 

- ladite enzyme, gventuellement modifiee de fa$on 5 pouvoir etre 
couplee avec ladite sonde, 

- un substrat, notamment chromogSne, specifique de 1'enzyme, 

- les rgactifs nScessaires a la lyse du milieu cellulaire etu- 
dier, notamment sanguin, et 5 l f extraction des acides nucleiques 
des cellules de ce. milieu. 

9 - Trousse selon la revendication 8, caracterisee 
en ce qu'elle comporte : 

- au moins une sonde ARN a laquelle est li§e de la biotine, 

- le produit de couplage de I'avidine et d'une enzyme, telle que 
la p-galactositiase. 

10 - Produit de couplage. d'une enzyme, notamment 
rivglable par son action i l'Sgard d'un substrat chromogene, et 
d'une sonde (ARN ou ADN), soit direct ement, soit par l'intermi- 
diaire d'un agent de couplage. 

11 - Produit de couplage d'une enzyme, notamment 
dont I 1 action peut etre revelee 5 l'egard d'un substrat chromo- 
gdne, et d'au moins une molecule chimique, l 1 ensemble itant 
alors couplable avec une sonde ARN ou ADN, si besoin modifiee & 
cet effet. 

12 - Produit de couplage selon la revendication 11 
d'une enzyme, telle que la g-galactosidase, et d'une substance telle 
que l'avidine ou la biotine. 



